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. «.lct.*n W ««. als Trag „. und Tsrget , ogveh . ke) 

Beschrefbung 

Die Erflndung betnfft die Verwendung von Bakte ri en ghosts als T - 
Targetrngvehikel for efngekapselte Suh.r Tra9er ' Und 

ngeKapselte Substanzen, z.B. Wirkstoffe. 

ZeJImembran bewirkt in ora m - e ' ne Part ' 9 "* L Y*° der 

"ewirict, m gram-negativen BaktenV»n h a ,» .. 
fEP-A-0 29t 021) Ein B^n . • ° aKtenen her 9e Ste /|t werden 

Tunne ls m, ktur ksnn na " '""^ Du '= h ™«- «— 

"« W ™ 9 «,« und eine |eere Ze j£Z 'T^^"™'' 

o-.rAd j uv an , l en S ow ie d ta Her s ,l° r !f T 9 a ' 5 T0,imp,st0 ' fe 
und W0 93/ o, 79 , besoh T, ben ,r " 9en ' W ' rd ln W ° 

W«lt«hln kannen Ghosts auch aus Gra 

We„du„ 9 eines chjmSren t.™*^™™ «**n ou r c h 
5.075,223). '■'-YWBens h ergest „ N wor<(en |US a _ 

OberraschenderwebewurdefestaM,,,,, ds , reo . 

^-c, Bakterien5hostsb estehtda r d ;r d 4 9ee,9nst 5,nd - Hn — 

«~ *n na t O rlichen , nfektion5vveg * „ewe ittras 

9 "°n P a ,„ oger , en wie e[wa ^ ^ 
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Respirations- Oder den Gastrointestinal,,,*, mSg , ich i$t Dar[lh „. 
««« - App^tionss^ „o„ Wir.s.o^en 0b r aJs "I T-^ 

e ;:r ^^^^^..^rrr 

ort. z.B. den entsprechenden potenziellen InfeWonsort h 
Au sgangsbakteri en, mit hoher Effl2ienz gebracht 0 ^ ° n i 
na^ichen H0„ en p.tnogener Bakterien a, 5 Wktoren 7n b 
Applik.tionsformen, wie z B Lin. " ndoren 
Membranproteinen'ur K -it eingebauten auSeren 

ranprote.nen nur muhsam und unzulanglich errant werden. 

Da Bakterienghosts herstellbar sind, die ausschlieBlich a. 

nzien zugegeben werden mussen, da die Ghosts den aw 
per Se erfQ|| en . ^nosts den Adjuvanzeffekt 

Ein Ge 9 e "«and der Erfindung | st somit die ^ ^ 
Ba^e r ien 9h os tszur ve rpac k ungvonwfrkst j en die ™ 

Ei'n weiterer Gegenstand der Erfindung ist d!e Ver „ 
Bakterienghosts a/s Tri ae r nri ., , T Verwendung VO n 

Trager- oder/und Targetingvehike, f Qr einen 

^r Wirkstoff kann jeder beliebige, in da S , nnere der _ . k 
-.portierbare und dort Vor2U9sw ei se im.obi,^ ^ 
Vorziig SWeise wjrd d Wjrkstftff ° are w TKstoff se.n. 

^ urrcnriren p r k r 9bch 

Pharmakologisch wirksam^ c k "stanzen, B ei s P , e J e f ur 

«her ap8u „ scn Wlrksame polypept . de 
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Ch sm okine etc.. En*y me u„ d i mm un og ene Po lyp .p,i de odef PaDti . _ 
wei, eres eeispie, ,c, WM< s tcffe sind Nu ktei „Mur.„ k ^ 

Nuklainsauren , z . B Nukrsinssu : : n Ge ;; sondere 
N Uk , einssuren oder Wb02yme . Noch weitere B ^^ rl z:z 

n red er molek u,are Wirksubstanzen. Peptide Ho™ 

A^ mormtae , sw , oide . lmm u„ m o d . a ::r;; K r^ st rr 

in den Bakt eri e„ g ho Sts i„ gel a st er Fom, „ 9 Susoe 's " 
Ma rk , 8rung5sub _, J B fhJ0W2jerende 

Ramgenkcntrastmiral aein. Fsrbstoff. ode, 

Auch nichtmedblnische Wlrk„ oHe k5nnen ,„ Q(w 

Wirir^r^-w , 15 v erpackt werden. z B 

Wirkstoffe aus dem Agrarbereich wie Insektizide k- --i 
Nematodes Enzvme zur BnH . ,ns ekt,z,d e , Herb, 2ld<s , M ttw gegen 
wasserbinde H p ■ ^°denverbesserung, DOnger, Wachstumsforderer 

•n der At™ S pnare. Andere Anwendungen sind die ^1 
Soften fOr die Druckind^ie, , B . f , Ischung ^ ~ 9 ^ 
— log ischerNachweismagIichkeitundd 95S 27 ^ ™ 

Oder Probiotika f 0r die Leb e n sm itt elfn d ustrie Eb l ^ 
Verpackung VOn ko Smetiscnen Mi tte ,n ode n 0 T * * 

anderen ionischen Substanzen. ^ Sa ' 2en ° d * r 

Vorzugsweise liegt der Wirkstoff in den Bakw.o k 

um a ine „ TransPOrt „ zwz r rr os,s 

ermoglichen ni* u-i- - m Zielgewebe z u 
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4 - 



mechanised Retention od=r eine Kom bin«fc>n von zwei ode, m „ 
9 enan„,an M6 gli<:hkeiten erfolgen . m "«™ — 



In siner b.vor 2 ug,en Austthrunasfcrn, de, Er „nd u „„ erfolm „. 

dr:;: ,wi ' kun9enmfte ' neraR '- , - d - u '--^- i -n:: r r B e 

de, Innenserte d« Zytoplasmamambran. d„ Ghons „. • 
^a „b. SIa „d te „ ode, a,s „ teM „ Wgraler Men^a ^ ~ 
Man^an ve ra n k e„ tetaUitaft ist . Der Re2epMr kann <^ d " 

'oa.Expressionen.spr.enenderFu, / > » « — *r* 
Me m br. na „ k ard^ana S ow iemi „ d .« ensein ;^*' mndWB ''" 1 - 
- - Ba^eiien v or d e, Lyse zu den ZT^Z^T^ 
«, Ra 2 ap tordomanen sInd Avidi „ oder ^^7*» 

Besonders bevorzugt ist Streptavidin. Die Verankerunn 
Strep tav|din in Bakterfenghoste erfo , gt VOr2Ugswe!se 7 

Expression eines Streptavidin-Fusionsprote^ mrt eine " 

-nanKer in der zytoplasmatischen Membran von Baict^ 
Bildung von Gh netl? Baktenen vorderzur 

Verwenduna .In,.., n <™S>l>ch, be, S p, e | swei5e d 

enaung a.nes Reieptors mit zwe! Bindungsstell,™ 
»«*.»»«,■. in der Lege is,, an na« r |i cn . od e, Z K "* 
-f de, Men^aninnenseKe mi , boha, Af«n, * b" 

-V. ri59u „ 9!teht Sr,nd ' rek "" m ™ b "«-run 9 vonW irkstofferi 
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^iisr; ■ b G , hos,s ,ok ~ 

gewahJt, der mit dem in die Ghn.t R«eptor 
od«r volfctindioe Retention d« WWtsto „ s im we, «*"*nd e 

Am ik a rp e,n ode, Loctinen 2 ^ ™ R B e ~ Wte 

Rewptor bindan kann. S,r «P^idin- 
Atanwv k , nn aucn oin8 lnd(rekte lmmob „ 

Re " PMr * «.B. Cb., Wir^tc-bindend. SutT " 

wsrterhln mlndastens elne zusStrlich. p- , s <"«tan S en, die 

od. 8n Lectin, binder 9 ,; ^^T^TT^ 
e«ne Verankerung an den auf d-r m k ' oie in der Lags sind. 

Die Herstellung der erfindungsgema&en mit Wirkstoffen b l „ 
9emi B dem 2uvor genanpten Erfi ' d 6n b6,adenen Gh0Sts 

Herstellung der Bakterienoh ♦ Erfin dung umf aS , 2un3chst dje 

Ly» 8 en S in da , Me**** e rfolgt „ orJugsvv ^ e ^ ^". B «~ 

p '---'^p- 0 ,.s ys t em ,- PR/c , 85 Bei LJrr ra,ur " re9u,ierba,e 
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system werd en die transformierten Bakterien bmi t 

expr, m , en , WBS2urAusb||dun8e . nertran - d« Lysegen 

• z-ho*. tthrt , wobai die 2ellen inn ZZ;:T\ r,nder 

wardan. Durcn mu «ar™,- P _ /0perato "™<- h*n 

Bak.arian auch „ei „6haran oder 6efareo _ mo dar 

(W096/07874) Dia Ba u„- ' T * mP8,a,lJre "' *«• 37»C m o glicn 

/•I. Die Bakter,en s hosts kSnnan dann dur^h v 
ooarntat und nach w , sch „, ™ *•* *nWb**„ 

» B e ladung mit Wi rks , off _„„. •"•n.nf.ll, Gafnartroeknan zur 

-« dan su varpaakandan Wirkato* amhahandan La " 
*»P«~n in Kontak , 8eoracht S ,u n oder/und 

ausraiohanda, Wirk s , of , m , naen ln d| . B " "'^ das E ""Mn 9 an 
'™»*™» - Wi r k st a„ m o,akO,a an dTM e :/ U ~ * 

vo^swa.-aaa.apa.v^^j;^^:::^: 30 Ma,,,x ist 

*. Harausdiffundiaran van w ir k 5ttff a n aus dan IT ^ 

^ matrix kann durch poiymeris>tion 22: "T^ "' 

oea.gnatar Monomara ad,r/ u „d durch Zus. mm C °<""v<™ri S a«ion 
S"b»an«n in, (nnaran dar Baktarta ■^-barar 

*n kann d urcn ^^2^^ ~ 
*™h Tampa^arnShun,. UV**„ ^ ^.n 9 u„ 9 an. ,B. 

^ h a ri da 0 da,Oa riv , t ada v „ ^H^T' 

unter phvsioln™.^ D Bildung eines im Kar De r 

B «^"^n 9 an abbaubaran P„, ymercn fQh , 8n 
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Besonders bevor2Ugt W|>d dje 

Polymerbildung erzeuat u- en2 V^kat a | y5 i 6rte 

9 erz eugt. Hierzu werden oeeirm«T« c 

Innenwand der Bakt™ k 9 e e.gnete Enzyme auf der 

•"^-.n in i „?::;;:r 'T^- b * p, -~- 

we 1 s 8kannman2udlesemZw J E ^" Gh °-7--'.r a n.B. ispiels . 
von Polyhvdr^^^,^.,, H p !^ VeWanden ' * Synthes. 

-I. - *r Psp^iy^yn^. vorto * ^*T* «— "* 
Z"«abe 8 .=i 9 n«.r M o„„ mer . und / «• Am, 

* - dle ^ 9ebildeten Ma j~:::: wirks,of,e 

Ghostjnneren gehalten werden. d S ° mit im 

« n 

erfolgen. Di ese 2 Uftam , kol/oidalen Partike/n 

Umgebungsbedingunoen * R r. Anderung der 

mitiiert werden. oaer/und pH-Anderung 

Bel derjenigen Ausfuhrungsform der Erfindung in der die w - „ 

B'ndung einer Matrix im rh««- W.rkstoffe durch 

iviatrix im Ghostinneren immohiiiei^^. 
zunachst die 2u VerkanselrvW, iai- u < ,fTimob '" s '^ werden, werden ' 

^ - ^^T^ " " Gh °- -d 

-Cr::~rr dar,n e,n9ek — — - 

bestimmte Zelltvc^n a „. , ' ts bav °»*ugt si C h a n 

^eiltypen anlagern b* w . von Ze||en , . 

aes Immunsystems 
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aufg»no mm(m warden . . VKbesMr , worde „ 

ob ar « chenmolokSle an ihrer Mem * * ~ SMZlfische 

, nva5in aus Yersinlen oder , nvasin k ; en Ma ;; os 7-' 

eko mbinante emsprechend>r 

BaktenonzeN, vcr der Ly sa odar/und durch An la oa7 ' 

§ ~ R «e Ptorevstems (2 . B . s WeP „ VM ^r;;:; 9 r ,s * nes 

n ^nosts fur medizinische Zvvecke Di» w l. . 

Nu k ,. insauren , 0ber Qhosts ^^ir m,k6rpem 

aller Arten von Erkrankun9e /;; * 7- <»*y » 
H-o r9 „ ufenen Erkrankun9en , oder od « *« 

BekSmpfuno von Tu mn , .. ^entron odw/lJnd 

- therapie ^ od. „■ 

s ub5tanJ — det , die r "r ,i9e r nkun9 

v, rl ,e 9e „de Erflndung erm6alfch( 9 ; i 7 v 7 h hen ' 0rr,J,enD,e 
W1r too „ klmibinati( , nen , d h * Ve rabr e,chu„ 9 von 

«-B. Liposomen entscheidend 
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verbessert warden. Dar Vortei. vcn Bakterienghosts als Tragervehike. 
besteht weiterhin darin. da* sie eine hohe Kapezitat fur die Be.adung mh 
Nukle:n SaU ren besitzen. Sie sind zudem als Vektoren ungefahrlich da sie 
ke.ne lebenden Zeilhulien darstellen. Fur gentherapeutische Anwendungen 
« konnen die NukIe in 5aU ren in den Ghosts beispi elsweise mit 
Polyhydroxyalkanoaten. Z .B. Polyhydroxybuttersaure ode r Copolymeren von 
Hydroxybunersaure mit anderen Hydroxyfettsauren wie etwa 3 
Hydroxytridecansiure komp.exiert werden. Dabei konnen die Nuklainsauren 
-n emer wachsenden Polymarmatrix immobile* werden Oder Komplaxe aus 
, 10 Nukieinsauren und amorphen Polyhydroxyfettsauregranula hergestallt 
werden. No ch eine weitere M69Hchk.it zur Verkapseiung von Nuklainsiure 
•n Baktenenghosts bestehtdarin, DNA-bindende Proteine wieetwa Poly Iysin 
oder Protamine, bei denen e S sich um globuiare, stark alkalische Proteine 
mrt relativ geringem Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 handalt 

- -verwenden.ProtaminakonnenausentfettetenVogel-oderFischspermien 
durch Schuttain mrt verdunnten Sauren in Form von kristaifinen Salzen z B 
Protamin sulfate ge wonnen werden. Protamine konnen in Ghosts in Form 
von Fus.onsproteinen in die Membran eingelagert werden oder alternate 
durch B.ot.nyiierung an membrangebundenes Streptavidin in den Ghosts 
20 verankert werden. unosts 

Batter,!" 1 ! b0S ° nderS t "°' 1UBte AnWendU " B * d " vcn 

« Z 7, Heme " Un9 eine ' Nuktei -*-^n e . i„ sb eso„ d e re ~ 
« Herstelluna einer DNA . Vakz|n>/ ^ dar BnsK2 Ba 

Tr, a er- oder/und TargBtlngvahike , Kr e . ne Nut|e . ns . 8 

msbasonciers for aine DNA-Vakzine. v **zm», 

B ak « ri anohos, 5 a, s Trager- oner Tar 8atl n g ve hikel 2ur Nuk[ainsJura . 

«. NuUalnsauran entnaKenden 
Baktcnenghoats werdan von prima™ An,i g .„. pr a Sentierenden Z8 „ en 
we e«wa dendrtecnen 2e „ en ^ ■ 
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Rezeptoreh aufgenommen und in antigen* P eptide fragmentjert 
-d m(t heher Effj2ienz dgs Antig ^ we(ches durch 

S,Qu.« kodie. w ird , in den APC exprimfert Djes ^ * ™A- 

Ant, gen auf dsr Oberf.ache dar APC im Kontext mit MH C , od 
« Strukturen den T~Lvr«nh rt , ^ ~ °der/und MHC-II 

en aen T~Lymphozyten prasentiert wird und eine 
induzieren k ann 1 1 ° e,ne 'mmunantwort 

mauzieren kann. Umersuchungen ergaben in diesem Zu^ m u 

au = h be , bakter , ellen lnfektionen mrt Lebendkejmen 

W in die B, k ,erien al ,os, s verpack,. Nuklelnsiu,. i s , vor 2 u gsW8lse in 

se, U9 n 2 , dIe rar das ln de , 2iellelle 2u expn . mlersnde An ' " — 

«pr. S5 ion S tthI 9e rForm, c |.h.i„oper ati v.r VarfcnQDfu 

— E x Prassionslt<)ntrollsequ : nttn :rr~r r2ie ' 2e, ' e 

9 . 9 ebe„ Bnfalls Enhancern , um ei „ e hohe Qen ™^° ~ - 

* a ,ne„ b,ij 9 „ ;: P :r„ hen - W8i,erhin 

™che Se<, uanzen entha|t8n Ge " 0der " Jnd ™™n modulato . 

Vorzugsweis, i St die Nufcleinsaure eina DMA k 

. die in „ er ^ziz a *z::: v °r ^ 

von Nu k ,ei n 33u, aanaloga . die transkrlbierbBr ^e„ aufBas , s 
PhV3io,o 9 i S c„e S, ab i,i tat aufwa|sen , denkbgr S ' nd - abCT — «Mh» 
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Der d,e Expression der Antlgen . kod| . erenden g g 

« vcr,u gswei « „„ !tarker vlraler p™^^^ 2B e ;; m ; ,or 

Sarcoma Virus (RSVJ-Promolor/Enhancer, der Murine Leukemia Virus (M^.V) S 
^motor/Enhancer, der SV40.Promo.or/Enhancer und besonder L 
• <•« C ytomegaloviru5 (C MV,-e_/ E nn.nce, ^ 
-mi— n .annen die Po.yed.nyiierungsseoue.en s ^ZZ 
dem Rinderwachstumshormonaen, vor^sweise f edl au s d 
Kaninchen-G-Giobin-Qen verwende, warden. 

Als Antigen wird dabei ein mit der jeweiligen Erkrankuno . - 
Po.V P e P «d Oder ein Pep «d f re 9 me„ t davon -^^^ 
in der Z e zeiip a i na i_ 1 cx P r ession 

^•eizelle e,ne Immunantwort induziert. Die vorlieoend* ^ 
ermaoiicn, , UO h die VerabreichLn9 von Z^Jl 7 

~e„. n A „ ag en- k odierenden Nukiein^ren veJndT, ZX7 

«*i werden, wobei z.B. der Bakterienghost Oh^rfia ^ 
- 9 ,d,e a US der gl . fo nen Speaes oder dem JLZ^T^ 
™» d« vc„ dor Nukleinsaure-Vakzine k( J erM ^ «-»" 
— d.r Oho* au , 5einer 0bcrf , aehe sogar Z^T m k T nenM ' S 
•"t.pr.eh.„ d . Oberfiiohens.ruktur ra' .„ Q ^ ^ 
Ghost/Nukieinsaur^ir^ „■ .• 9 * °' ese h°m°loge 

k'emsaure-Kombinabon kommt insbesondere 2 ur v t • • 
Segen bak, ef i„ le , n6ktionen i0 Frage ^ Z V 'T* 

auch auf die Vak Z ini.,u™ °berflachens,rukturen - 

E'Krank.ngen.erwei.ertw.rden. ^rkrankungen. ,.B. virala 
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Au Sf Qhr U n 3sform en m a gli ch. b ei denen " ' ' * ^ 

• Ba kterium stammsnder Ghost e ' n « US -- » Pathogen 

vsrwendo, wird. 9 unte "<*««»teh. Br „ 3e , 

Sch lteEli<!h slnd die Bakter|e 

BeS ° ndera bevonugt «a mmen die Ghosts von o,„ m „ 
P.st.ura„a. aonhn*. HeHcobaotar, Francis Bra h Ha6m ° Ph, " US - 

p-toea. strePtomy oe S , Frankia , so ra j m e,,a ' Erwwa ' 

ZTr b ° v ™*° - 9ram - P ;;; d B s a tr 9omonas - 

Staphy ococcu« ve Baktenen sind 

y WCOCcUs ' Streptococcus und Bacillus. 

Die Pharmazeutische Verabreichung der Wirl^mff ... - 

— *- — e rfo r ;r ewkann 

'ntraperitonial, intravenos Oder subkutan ' ' ,ntrai r.uskular, 

V -"«W««9 - Oho SIS ertolgt vorzuoswaia. au, da 

w, auo h ei „a nsmioht lnfektion des 0rgan L::;; m d 7;; ,be - 

So konnen Ba k ,. rienghosts mit w , 

(E.ool,. Salmon*, Vibri0 oder H .lioob,c, w) , ora , 
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ve a braoht w erden . Gh os « aus Erreoern „ on Uun S .„, nt2Qnaung8n 

P« U dor„„„ as oder Haemcphta. WMden vorJugsvvaise aerMen PaS, ' U ' 6,U - 

yoweise aerogen verabreicht. 

« Die e, fl ndun gsg en,a Se Verabrsichung v „„ Bakterienahosts mi, W,> ksto(fen 
;« «*. nur fur die Humanmed*,, sondern , uch „ r die 1*^" 

dte Protektiu . Imp(ung von Ha : :;;~; a ' 

Sehwelnen. KOher, etc. geeignei. Wa 

' Fur landwirtschaftiiche Anwendungsformen kfinnen die'Ghostn ~k . 
Boden. * Uuft od , r a , s Kapse| „ „ - 

"^rt::;: n ~ n ^ — ^ s hat se9Bnilbar 

S=n Applikatronsformen em. Vielzahl von Vorteilor, <* • .. 
Seringa Wirks„,„ m en g *n zur Er2ielung 
WCerhin ia, aine 2i e lMll en, Q ewe b e.p.l c h e v lb ° aUS ' 

sa^o^ wifd ein . Adorer;;:: ; irk r n 

nmaus ist eine Kombination mit Weiteren wi-i, * ^ 
SchWMteh k6nnen die Bakterien9hosts J^£^^ n 
Wirkstoffe einfarh , ^rtengunstig hergestel/t und die 

o»e a.nfaoh und kostengGnstig formula werden. 

Noch eln wefterer Gegenstand der Erf indung sind B*kr« ■ fc 
**■ verkap 5elten Wrkstoff , ^ 72^1 ^ w ^ 
um eine Nuklelns^ handeln £ ^ ^ W ^ 

SchlieGlich betrifft die Erfindung auch e|ne n h 

'andwirt S ch a ft (i cheZusamm.n. t, Pharma 2 euti Sc he Oder 

artncheZusammensetzung.umfassendeinenBak^ri-r. ^ 
e.nem darin verpackten Wirkstof, Die e rfi ndun g s 9e rnl a Stmlt 
2u Sam men 5 et 2 un g kann in Form o b(icher r" 6 ^"" 6 

oncher Pharmazeu^scher Praparate 
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vor„e g e„. Z . B . als , n)l2lerpare oder 

suspens, 0 n, ... „ rales Mpafa , , B . .„ Tab , ene KapM| ^ ■ •*» 

c™-. o*, Sa,be «c. We^hin kann di „ Zu.«™ ^ * 
rekonstituierbsres Lyophilisa, „ or |r ege „. 9 a ' S 

Oie erflrtfungsgemaBe Z U s a ™ne nseteung ist 8fh5 „ |jch durch 

umfassend die Schritte: "ertahren 

(a) Bereitstell.»n von Baktwienghosts und 

■W ,n k c„, aktbrinsen dar Bakterfenghosts ^ einem 

Bed,n g un a en. die zu .,„„ Verpaokuns „„ d vorzug5w . ise ju 
lm mo b,| istorung des WtksKf1s ,„ den GhosB f . hren 

«■» 1 .,„. soh e matisone Darste| , ung d>s s ay| 
Ver a „ kBrungaplasmids pA ^ das ^ Fusionsgen E ,_ F 

unter Knn^Ce de 5 .nd^eriwan lae . Promotors ( „ ^ 
R.pl*,t,onsu, S pru„ g Co,E, und d as Amptcniin^tan^,, Wa 



Figur 2 



Beispiele 



1- Material und Methodon 

-LUigUttUunq yon S^pt^jp ifldiersnd^^^ 
Das P lasmid pBCCS (Br ,, ish B , OKehno| 

Re SWlkt , onsenJvmen We| uod Hind||| se da t ,™ d Sn 



@02 

15- 



enthaltendes 495 bp DNA-F ra gment wurde durch Agarose-Gele.ektro- 
phorese und anschliefiende Elektroelution isoliert. Die Ndel-RestriktionssteHe 
wurde mit Klenow Polymerase aufgeful.t. und das Fragment wurd e 
*w«chen die Hindi- und HindHI Restriktionsstellen von M13K11RX (Way e 
■t Nucleic Acids Res. 13 (1985), 8561-8571) i ns er ier t Das 

resulferende Phageimid M1 3FN enthalt 160 Kodons des Streptavidingens 
fu^-oniert an das 3'-Ende einer kur^en Sequenz, welche fur die 
Erkennungssequenz I.e-Glu-Gly-Arg des Proteasefaktors Xa (FX.) kodiert 
D.ese FXa-StrpA Kassette wurde durch Restriktionsspaltung mit BamHl 
-sohert, und das resultierende 509 bp lange DNA-Fragment wurde fn das mit 
BamHl hnearisierten PlasmidpSK- (Stratagene, Cleve.and, Oh io ) S ubkIoniert 
um da 5 Plasmid pFNB zu erzeugen. Dasselbe 509 b P lange BamH.-Fragmem 
wurde in den mit BamHl g espa |tenen Membrantargetingvektor pKSELS 
•nseriert, wobei das Pla S mid pAVl, mit dem Streptavidingen fu^niert an 
die 5 -terminate Membranankersequenz E' erhalten wurde (Fig. 1). 



1,2 HersTftHung vrm ^r eptav ; dinc , hnBT <! 

pMl',' ^ 522 - 2e,ten ,S,rataBene » — **> mi, dem Lyseplasmid 

PML, (S20stak et „_ j. Bfotechro| ^ (i99si i8i i7oi ^ 

Strep, avidln . kodierenden p|asm . d pAvl tran$formiert Transform 
~ in LB . Madlum „„ g/ , ^ „ ^ _ n*n 

,200 mM) und Kanamyc , n l50mM) M 280c ™ ™ 

MRD 60TE, Maredos SmbH . Bovanden , 0eutsch , and) ^ » 

e, k ,.nen «*. in, Patenter in einam VoWn van 1 0 , unter Bel0ftung 
und Runren bis zum Erreichen e . nef ^^^^ D|chte 9 

T " Ufde IPTG ^°~»n von 3 m M £ 

nduk„on der Expression von S, repB vidin iugegeben. Nach 30 m i„ wurden 
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0,2 M MgSO. zugegeben und 20 min danach wurde die £*,„,. • „ 
Lyseproteins 6 durch TsmperaturerhShung vm 2S „ C ™*'° n *<* 

Nach wurden die Zel ,e„ dure Zentrifugatjon bei ^ ^J^T 
R asu 5 pen sto n der Pe„e ts h de S ,n, iertem w, Sse , , En dvo,u men 

von w 9epuffmer salzl6sung as .^^r> 

lyophilisiert. ansehlieGond 
1.3 Llcht- vn w g' 1 |-trnr| » nm i tr „ r f ,„ r , i . 
Uehtrni k ,„s k opl S che Untersuchunaen wurden mft 

myograph,.* wurden m „ einem S|emens •** ronen- 

n*os k op ,u, 9 .„o mrnen . ^ter-Be^nenrni^hiln 

einem Hitachi <; snr> c u wurden mrt 

«. n , e , n9 von 281len und t rr k ; p 

Be k tronenm*ro s *o pi e erf0 w . e ««-n9 «r d,e 

(1990,. 4109-4,14, beaehrieben. C, """\ 172 

2um Nachweia von Streptavidin wurden die Ghosts ^ „. 
Albumin-Biotindn™ = , soldmarkiertem 

gswa^en und «r die Bo^n^^^^"^' 2 ° 
^s B s-p < , | V af; fvhrnid . Ge ,., A , tr „ r , hr ... ; , [ uUIa _ u ^ 

Tris-HCI Puffer pH 6 81 f^" s" " ° 3 % Bromphen olWau in 0,063 M 
urter pH 6.S) fur 5 m,n aufgekocht und auf 10 % sn» 
Poivacryiamidge, nach dar Method* von Laemmii (Nature 227 Z 7m Tn 
- 685, au fg e,renn, We st ernb,o« wurden wie von Toll 
(Biotechnology 24 (19921 141 ,40. k . ■ ** al ' 

24 (19921, 146-149) beachrieben durchgefthrt. Die Blow 
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warden in T6S mit 1 % Rinderserum Wackier, und mi, A n,i 

A ' kaliSOhe »»«*—. (P-ce, wurde , : ,000 in Trta Puff 

L * unierteiit. Dann wurde Substrat to * ... 
•«> mm durch Zugabe eines giefcher. Volumens an 7 m m ^ 

E« wurde ejn molarer Adsorptionskoeffizient e = 18 5 „ 1n , Kit , 

« d.r Lambert-eee. Gieichung verwendet. Die LaM J! 

~ enen MCekCe Archer P, 0sphatgse J^^' ^ 
berechnet n^n a. -. e unrer der Annahme 

cnnet, daft erne Aktitivatseinhert der Alkali SC h*n ^ 
Freiseuuna vnn i . ... *"<alischen Phosphatase der 

^ un g von 1 //mo, Nftrophenol pro min bef oh q = 
23 entspricht Pi™ c- u • pH 9 ' 5 u nd 37°C 

pncht. E,ne E.nhe.t Alkalische Phosphatase entspricht o 7 
Mo.ekulargewicht i st 1 40 0OO und 1 mo r h ♦ ntSpncht °' 7 /*; das 
Hullen. 1 m9 ° hOSt entha,ten 6,7x! 0= e f nze)ne 

Zur Bindung y on Fluoreszenz-markiertem Biotin (FltC Biotin. 
- wiederho,: in PBS g ewaschen , b[s dje re| J ^ ™*> «* 

- Uberstand geringer aIs 0 ,5 bei 53 0 nm (Anre^t 
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BWn/1 00 m, TBS umer Sorbin f0r 30 min ; nkubim Dje 

gemessen. •nzintensitat in den UberstSnden 

J. 6 Bjotinvlfei-nnT — n P"| Y | Y .; n 

Po'V-Lysin-Hydrobromid, Mo tek u,argewicht , 8 000 | Siam „ , 
V-wendung des ,o,g enden Protote „ s bloxiny S B *Z >r ' 
'". 1 Phosphatgepuffener Samsung (PB S, all ° ^ « w * n 

200 ^ o MSO wurden IU8 ; 3Bben und de ;;~;:r v annheim) 

von0, 5MNaO H a uM0ein 9 e S ,ellt DerR.,.,- Verwendung 

- ^ u ; d an c:; s :;::i urdeoberN - ht 

diaJysiert. E j n HABA-W , 48 h ge 9 erj w a«er 

**n pro „„, CyCn <S ' 9ma ' * "~ a „„ is von 2 ^ 



li 7 F| U orp-;7en ?n [p ,l.j„.. r , n unn 



an bs , ieWs)e3 susaaw8hltM p|ssmM _ 

fluore Si e n2rnork , erter DN WUrd " Iur Erzeugung von 

V er w e „ dungderPo ^ e J^~ D '- erfol9te umef 

«"CTP. Pierce,. Dia Reason/ dma ' kier,erNukl ^ 'CV3- 

°'*°nu k ,eo ti dp r ,me, 0.2 ng M «n^Z m uZ ' ^ ' *" 
DN A Polymerase ,n Po lyme r asBpuffef D ,Z^r °'° 2 ^ 

Vordenaturierung 4 mln b.i 8S . C . J'^^^oU warwie,„, 9t ,. 

5 mi n Son^e/J Z 6 °"« 
Pheno llsi er,. mit EOl ano, prizlpitiert * D " . PWb " «""*« 

"—P«*« und bei -ao.c aufbewahrt. " HC ' 8 '° 
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1 mg lycphiiisferte Strepuvidin-Ghoste warden in 1 m , Tris 
suspend^. 50 „ einef w3swi9en Lfisung (1 ^ 

• Bu™™™™**^ De*r 8 „ (M o,eou,ar Probe, Europo BV) 

-g.geb.r, u„d d,. Misohun8 unt . r s<jh0tt8 , n bej ^ ^ , . " 

bchtmrkroskopi, ana | ysfer t. Zur Bildung von Kompie.r.r, 
^ore^mar^r DNA una bMinynertem Po, yly , in wj^v " 
» ^ von DNA ,0, ^ in HBS „ 5 0 m M Lc, 
7*1) una P„, y .,.. Lysin „ ^ in HBS) hergeste „ t 

sc h jr^o r; h ; p r idin ' Ghos,s darin • 
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2* Etgebnisse 

^LMmbranv wranlrerunfl von c^ ,^ 



Bei Verwendung von Bakterienghosts als Vehikel zum r 

sind in de "1 b , T""" ^ " w H0 "° 

H.er,u wu dV Ver bi „dun g e„ mi, hoher AfflnM, Ju blnden 

Hierzu wurde . WM UnMr , , Deschrieb . 

we,che S Bi n H.bridgen e„,„ al , d , s au5 d en Z " AV ' *"»-W<. 

Gens E des BaKtenopnagen Pn iX1 74 (E , » , ! a ' e ° K ° <i0nS d " S 
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2,2 Herstolfuno x/on ^ r * av j d j n ^ h ^ 



25 



30 



6s stehan mehrare E-spetffteche Ly s8 p, asmide mit verschieden „ c 

exp- si <.n SkontrollSBquenzen . R .p„„ i o„ SUfSPrQne rtrt:::; 

'701 Da, hier v 6 ,wand«e P„ smid pML1 en , h5 „ 1 
Kann im E.coJi Stamm NM522/PML1 durrh u V 

m 8 s,o 4 zum Kulturmedium 20 min vor der rr,H,,uv ^ 

^ - — ^ : E 

bakterMen Zel. wall koa, Pl ex eingebaut aber d Ie 7„, ■ '" " 

<*« * 2eIlan werden anschlteEend durch 2m J^ h £Zz? n 

s °*"ti 9 an. .xplo„yan Lysa. die erhablbh grSBere Lvs eU5 ,h 
»l» dia normale E Lyse erzeugt. LyselSeher 

Ghostg ^ — - ? t-yse ery^nrj^p 

Ghosts sind von (ebenden Zef.en durch lichtrnikroskopFsche Unte . 

...ernativae-Lysec^ " t wZ UmerSU ° hun3 « 1 « »««.. *. durch 
™appan ^ ^ „~ T' ^ ^ 
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aANashweis vpn s,^,.,^. ^ qnM , 

Zum Nachweia der L okalisiarun9 von streptavjdi „ jn den 
Strep, aviain . 6hosts mi , goldmarkleften Albumin . Bjot ° ° ' • — 
■ 3~ en und e I . k , ronenmikro5kopisch umersuch /^ ^ h ' 

:rr::r • d " — — - 

3.S Begtimmnnr, d-r <itr.nl ividinv t , 1 | rnr1 

Zur Be s « mmun9 ihre , StteptaWdingahalt* wurden Strap,, vlajn . QhosM 

enandelt. Bna dsnsitomatrlscha Analyse dar Straptsvidin *„. . 
Bandan auf West _ ^ ^ 

gesamten Ze||g eW ichts. 5% des 

enzymaoachar Tea, entwioltelt . Streptavidin . Ghosts ^T^'" 

wurdan m „ b ,o,,nyNarta r Alkaiischar Phoaphataa. inkub , B „ ' / 
grundlichamWaachanwurdadlaMengaanzurt t , , 

wa, 2 e, 9ta „ a, tern a ti y lysiert a S„. pt a vldin9h<)sts elne ^ 
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Farbung. Die Reaktion wu(de nach kontrol|ierwn 

d,e Absorption der ProbenOberstande bei 4,0 nm gemessen. 

Nach der unter 1.5 angegebenen Bereohnungsmethode wurde die Anzah, 
der pro Ghost gabundenen MoiekOle Alkalisoh.r Phosphatase mit atwa 200 
bes,,m mt . Interessamerweise wren die duroh normaie Lvse erz.ugten 
Streptavidin-Ghosts negativ im enzvm., iso hen Test. Foigiioh is, bei 9 , oSe „ 
W,rks,offr„o,ek Ul .n wie der Aikaiischen Phosphatase des Vorhandens.ins 
von dun* das aKernative Lyseprotokon er^ugten gr6B eren L3chern in „„ 
Zelimembran ertorderiioh. um eine affizi.nte Diffusion in d as .nnere das 
Ghosts zu ermogliohen. 

pllt" 9, .r ?°" k RMkti0n V °" "barter Aikaiischer 

Phosphatase, dle an durch a|ternat . ve emuatmn strept>vw . n Q 

gebunden wurda. Ais Kontroiie wurden Straptavidin negative Ghosts 
erzeugt durch alternative Lyse verwendet. 

Bn entspreoh.nder Test wurde unter Vervvendung von fluoreszenz- 
n,.rk,ertem Biotin durchgefuhrt. Ghost- und Streptavidin-Ghost-Proben 
wurden m* FiTCBiotin inkubiert. zentrifugier, u „d die reetiiche Fiuoresz n 
von ung.bundener Marking ,n dan OberstSnden gemessen. Diese Z 
Kie,ar.„ MoiakOie (Moiekuiatgevrfch, 832 > wurden in ^ _ 

^ueo ± 400 pro Ghost gebunden. 




Fluoreszenzrnarkiertes biotinyHertes Dextran und fluoreszenzmarkiert. DNA 
wurden ais Modell verwendet ., m a: r- - """Kierte DNA 

so z.io„„ h- T ve ™<">«et. um d,a F,xrerung von- Verbindungen 2U 

ze,gen.de J u m Tar g etingvonWirk S ,o„eni„ S , rep ,a vi d in . Gho „ sv . r l nde 
b.ot.nvnerte™ Pol y. L . Uys , n und fluo reszenz m ark,ener DIMA b J Z 
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fluoreszenzmarkiertem biotinylienem Dextran inkubiert und durch 
Fluor eS2en2 | ic htmikroskopie analysiert. In beidan Fallen konnte die 
Fluoreszerumarkierung auf den Qhosts nachgewjeSen Werden 

Kontrollen (Ghosts ohne StreptaWdin) wurden nicht angefarbt. 
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Anspruche 

Verwendung von B a kte„ e „ gh „ sts , ur V^, von ^ 



en, 



2. Ve^. ndun9 von B8kterienghos , s a , s TrS9ar _ 
Targetingvehikel fur einen Wirkstoff. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet. 

Sub 8tanzen . Mark ,. run8ssub!tanMn , andwlrtsohaftlteh 
Substanzen und Farbstoffen. 



is 4. 



20 



25 



Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, 

ZZ in den Bafc,er,en9hoTO - — P.™ 

Verwendung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali die Immobilisierung Qber WechselwirimM„ '■ • 

erfolar n * * oer ^nseKwkungen mit e.nem Rezeptor 

erfdgt, der auf der Membraninnenseite der Ghosts ,oka,isi ert ist. 

Verwendung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeiehnet. 

' Re2ePWf hetert " 0SeS P °" PSPtid * - in die 



30 
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7. Verwendung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali das heterologe Polypeptid ein Streptavidin oder Avidin 
enthaltendes Fusionspolypeptid ist. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine drrekte Immobilisierung des Wirkstoffs an den Rezeptor 
erfolgt. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen mit Rezeptorbindungsgruppen derrvatisierten Wirkstoff 
verwendet. 

1 0. Verwendung nach ernem der Anspruche 4 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daffeine indirekte Immobilisierung des Wirkstoffs an den Rezeptor 
erfolgt. 

1 1 . Verwendung nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die indirekte Immobilisierung des Wirkstoffs an den Rezeptor 
Ober Wirkstoff-bindende Substanzen erfofgt, die werterhln mindestens 
erne zusatzliche Bindungsstelle fur den Rezeptor besrtzen. 

1 2. Verwendung nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dae die Wirkstoff-bindenden Substanzen ausgewahJt werden aus 
Polylysin, Dextran und Protaminsulfat. 
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1 3. Verwendung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

*• * ln, moDilislerung 0ber aia B . |dung clnef 
Ghostinneren erfolgt. 

1 4. Verfahren nach Anspruch 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da* die Matrix durch Po. y merisa*on oder/und Copolymerisation von 
Monomeren im Ghostinneren entsteht. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

sli? P0 : y : anSatiOn dUrCh Tem Pe raturerh6hun g , 
Strahlung oder/und Zugabe von Initiator gasket wird . 

1 6. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch flekennzeichnet. 

daB eine enzymkatalysierte Polymerisation erfolgt. 

1 7. Verwendung nach Anspruch 1 6, 
dadurch gekennzelchnet, 

l°LT Ym ° ° in9MBm Werden ' * *' von 

18. Verwendung nach Anspruch 13, 
dadurch gekennxeichnet, 
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19. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekermzeichnet, 

daB die Ghosts heterology fur Zielzellen oder Zielgewebe spezifische 
Oberflichenmolekule enthalten. 

20. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche irr, 
medizinischen Bereich. 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zur Prevention oder/und zur 
Bekampfung von durch Pathogene hervorgerufenen Erkrankungen, 
von Tumorerkrankungen oder von Autoimmunerkrankungen. 

22. Verwendung nach Anspruch 20 Oder 21 zur Gentherapie. 

16 23. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21 zur NukJeinsaure- 
Vakzinierung. 

24. Verwendung nach Anspruch 20 fur diagnostische Zwecke. 

20 25. Verwendung nach einem der Anspruche 20 bis 24, 
{§s| dadurch gekennzeichnet, 

daB die Verabreichung der Ghosts auf demselben Weg wie die 
naturliche Infection des Organismus mit dem Erreger erfolgt. 



25 26. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 1 9 im Agrarbe, 

27, Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Ghosts mehrere verschiedene Wirkstoffe enthalten. 

30 



reich. 
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28. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadutch gekennzeichnet, 

d.1 Mi 5 e„un 8 .„ von Ghosts mh jewe . |s verschiedenen 
! eingesetzt werden. 

5 

29- Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, 

10 

31. Verwendung von Bakterienghosts a(s Tr5ge , odef/und 
Targ et ,ngvehikel fur eine Nukleinsaure-Valczine. 

32. Verwendung nach Anspruch 30 Oder 3 1 , 
dadurch gekennzeichnet. 

da S die in den Ghosts verpackte Nature eine ft, das 2u 

expnmierende Antigen ^dierende Se.uenz in opener VerknOpfung 
m.t Expressionskontrollsequenzen enthaJt 

33. Verwendung naC h Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

«epor,er 9 en oder/und lmnlunm()du , atori9che Sequenzen 

34. Verwendung nech einem der AnsprGche 30 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet. 

Nil"*- ^ mehr ° re ™ S °™™ An^en-.odierend, 

Mukleinsauren enthalten. 



20 



25 



30 
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35, Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 34 
dadurch gekennzeichnet, 

« man ei ne nomo.o ge Kombination von BakTe r i eng h 0sts un£j 
Ant-gen-kodlerenden Nukleinsauren verwendet. 

36. Verwendung nach ernem der AnsprOche 30 bis 34 
dadurch gekennzeichnet, 

man eine heterologe Kombination von Bakterienghosts un d 
Anfgen-kodierenden NukJeinsauren verwendet 

37. Baktarienghost mrt einem darin verkapseltan Wirkstoff. 

38. Bakterienghost nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der WJrkstoff eine Nukleinsaure ist. 
39. Pha rma2eutische Qder landwirtsch 

-fassend einen Bakterienghost mit elnern d " SetZUn9 ' 
Wirkstoff. m dann ver Packten 

20 

W Bereitsttllen von Bakteriengnosts und 
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